
































Cell Lung Cancer  (NSCLC) patients.  In  this  study, we developed and validated a narrow Next 
Generation Sequencing gene panel able to cover ALK, ROS1, RET and NTRK gene fusions and MET 
splicing  events  in  advanced‐stage NSCLC patients. Overall, our RNA  fusion panel was  able  to 
detect all fusions and a splicing event harbored in a RNA pool diluted up to 2 ng/μL. In addition, It 
also  successfully  analyzed  46  (95.8%)  out  of  48  routine  samples  previously  characterized  by 
conventional non ‐ NGS technology, representing a robust tool for routine setting. 




cell  lines. Then,  to evaluate  the  feasibility of applying our panel  to  routine  clinical  samples, we 
retrospectively  selected  archived  lung  adenocarcinoma histological  and  cytological  (cell blocks) 
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predict marked  sensitivity  to  crizotinib,  alectinib,  and  brigatinib  treatments  [5,9–14]. 
Another important biomarker is ROS Proto‐Oncogene 1 Receptor Tyrosine Kinase (ROS1) 
gene  fusion  (1–2%), which  is known  to  respond  remarkably well  to  crizotinib  [15–17]. 
Similarly,  Neurotrophic  Receptor  Tyrosine  Kinase  (NTRK)  fusions  (<1%)  respond  to 
entrectinib  [18–21].  Lastly,  REarranged  during  Transfection  (RET)  gene  fusions  (1–2%) 
[22,23] respond well to selpercatinib and pralsetinib [24,25]. 
However, detecting  therapeutically relevant gene  fusions may be  time‐consuming 
and costly, and, in some specific cases, may require high‐quality histological samples. For 

















RAS  Viral Oncogene Homolog  (NRAS),  and  V‐Raf Murine  Sarcoma  Viral Oncogene 
Homolog B (BRAF) [31]. Moreover, considering that gene fusions and splicing events are 
equally  important  cancer  driver  mutations  in  NSCLC,  we  sought  to  improve  our 
diagnostic  performance  by  adopting  the  same  approach  to  design  a  “narrow”  RNA 








skipping  alterations  simultaneously,  we  developed  a  fusion  primer  pool  by  using 





RNA  extracted  from  formalin  fixed  and  paraffin  embedded  (FFPE)  sections, 
cytopathological  specimens,  and  body  fluid  samples  of  NSCLC  patients.  Several 























fixed  slides  prepared  from  cells  simultaneously  harboring  Echinoderm Microtubule‐
Associated  Protein‐Llike  4  [EML4](10)‐ALK(20),  Solute  Carrier  Family  34  Member  2 




from of  the  following cell  lines: H3122  [EML4(13)‐ALK(20)], H2228  [EML4(6)‐ALK(20)], 
Hs746T (MET exon 14 skipping), H596 (MET exon 14 skipping), HCC‐78, [SLC34A2(4)‐
ROS1(32)];  LC2ad  [CCDC6(1)‐RET(12)],  EBC‐1,  (MET  Amplification),  SUDHL‐1, 







RNA  was  directly  extracted  from  the  above  mentioned  cell  lines  (Pangaea  Biotech, 
Barcelona,  Spain)  with  the  High  Pure  RNA  Isolation  kit  (Roche  Diagnostics,  Basel, 
Switzerland)  according  to  the manufacturer’s  instructions.  TapeStation  4200  (Agilent 
Technologies, Santa Clara, CA, USA), a microfluidic based technology, evaluated the RNA 
concentration (ng/μL) and RNA integrity number (RIN). The RNA was eluted in 30 μL of 
RNAsi/DNAsi  free water  (Ambion, ThermoFisher  Scientifics). Retro‐transcription was 
carried out with SuperScript IV VILO Master Mix (ThermoFisher Scientifics) according to 
the manufacturer’s  instructions.  The  cDNA was  then  quantified  by  using  the D1000 
Genomic assay on TapeStation 4200  (Agilent Technologies)  (Supplementary Figures S1 












of  gene  rearrangements  involving  ALK,  ROS1,  and  RET  made  by  various  Italian 
institutions by immunohistochemistry (IHC), fluorescent in situ hybridization (FISH), and 
NGS  analyses  (University  of  Naples  Federico  II,  Naples,  Italy;  A.O.R.N.  Antonio 
Cardarelli, Naples, Italy; San Luigi University Hospital, University of Turin, Orbassano, 




















































































18  F  65  Cytological  Cell‐block  40%  ALK  FISH  ‐  Not detected  ‐ 
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24  F  67  Cytological  Cell‐block  20%  ALK  FISH  ‐  Not detected  ‐ 







































32  M  64  Cytological  Cell‐block  40%  ALK  NGS  ‐  Not detected  ‐ 





















37  F  25  Histological  Biopsy  30%  ALK  NGS  ‐  Not detected  Failed 



















































































S5/S5XL  Ion  Torrent  platform  (ThermoFisher  Scientifics),  were  run  simultaneously. 
Remarkably, the pool of 91 primer pairs covered all the targeted gene fusions, reaching a 








parameters  ensured  an  optimal  analytical  performance  of  the  RNA  fusion  panel,  as 












and  ethanol  fixed  cell  lines. Moreover, NGS analysis  correctly detected all engineered 
mutations in both groups (Supplementary Tables S3 and S4) and no false positive results 
were observed in the wild type groups (Supplementary Tables S5 and S6). The Easy PGX 








The RNA  isolated  from all  the cell  lines  (Supplementary Table S2) was pooled  to 
generate five different RNA input quantity points (20 ng/μL, 10 ng/μL, 2 ng/μL, 0.5 ng/μL, 










23 women; mean  age:  56.0  years)  retrieved  from  the  archives.  Sample  characteristics, 
mutational status, and technologies are reported in Table 1. Overall, our SiRe fusion panel 









changes,  including  gene  fusions  and  splicing  events.  Thus,  the  identification  of 




number  of  cases  FISH  and  IHC  yield  discordant  results  [33].  In  this  setting,  RNA‐
sequencing plays a key role in defining the molecular assessment of tumor samples and 
in making treatment decisions for patients affected by advanced NSCLC. In addition, the 
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implementation of NGS  in  routine clinical practice  is key  to making do with  the scant 
amount  of  analyzable  tissue  from  these  patients, when  one  considers  the  increasing 
number of clinically relevant biomarkers tested in clinical practice. Indeed, NGS enables, 
not  only  to  test  DNA  based  alterations,  but  also  to  evaluate  relevant  gene  fusions 
simultaneously. Today,  it  is no  longer  sustainable,  especially at  the  local  level,  to  test 
clinically  relevant  biomarkers  for NSCLC  patients  by  using  IHC‐based  algorithms  or 
FISH. More recently, the European Society for Medical Oncology (ESMO) recommends 




In our  experience, we demonstrated  that our narrow SiRe NGS  fusion panel  is  a 
reliable  tool  to  detect  clinically  relevant  gene  fusions  and  MET  exon  14  skipping 
alterations  in  routine  samples  of  lung  cancer.  Remarkably,  our  new  custom  panel 
accurately  reproduced  (93.5%)  the  results  obtained  with  conventional  techniques. 
Considering  the  three discrepant  cases between NGS  and FISH  analysis,  it  should be 
considered  that  in  all  instances  a  “borderline”  FISH  positive  results  was  obtained, 
featuring a percentage of rearranged nuclei around 15%. In addition, our approach was 
able to identify all gene fusions and the splicing event harbored in the RNA pool extracted 
from cell  lines, even when  the RNA concentration was as  low as 2 ng/μL. Taking  into 
account this parameter, it is conceivable that the inadequate NGS results may be related 
to  low quality RNA. This underlines  its applicability  to cytological samples and small 
histological biopsies, which represent 80% of all advanced stage NSCLC sample types. 
In conclusion, the study fully validates the feasibility of integrating a DNA (SiRe®) 
and RNA  (SiRe  fusion)  primer  pool  in  an Ampliseq  based  approach  to  cover  all  the 
clinically relevant NSCLC alterations (EGFR, KRAS, BRAF, ALK, ROS1, RET, NTRK, and 
METex14) simultaneously in a single run, regardless of the small sample size of available 
tissue. A  further  study  is  ongoing  to  evaluate  in  addition  to  the  specificity  also  the 
sensitivity of our panel on a wide cohort of patients, including not only mutated but also 
wild type cases.   
Supplementary  Materials:  The  following  are  available  online  at  www.mdpi.com/2072‐
6694/13/1/139/s1. Supplementary File S1. SiRe  fusion panel: design. Supplementary File S2. SiRe 
fusion  panel:  software  for  analysis.  Supplementary  File  S3.  SiRe  fusion  panel:  run  parameters. 





S4.  Results  obtained  from  FP—ETOH  samples.  The  fused  transcripts  identified with  our NGS 
approach  are  highlighted  in  red.  Supplementary  Table  S5.  Results  obtained  from  FN—MEOH 
samples.  Supplementary  Table  S6.  Results  obtained  from  FN—ETOH  samples.  Supplementary 
Table S7. Fusion positive results obtained from FP—MEOH residual RNA samples after storage for 
one month  at  −20  °C.  Supplementary  Figure  S1. Panel A  shows  the  result  obtained  from RNA 
extracted from FN‐ETOH; Panel B shows the result obtained from cDNA produced from the same 
sample; Panel C shows the results obtained in RNA extracted from FN‐MEOH; Panel D shows the 





C  shows  the  result  obtained  from  RNA  extracted  from  FP‐MEOH;  Panel D  shows  the  results 
obtained from cDNA produced from the same sample. Overall, the quality and the quantity of RNA 
and  relative  cDNA were  adequate  to  prepare  libraries  for  next‐generation  sequencing  analysis 
(NGS) by using our SiRe® fusion panel (Department of Public Health, University of Naples Federico 
II). 
























using  anonymous  numerical  codes,  and  all  samples  were  handled  in  compliance  with  the 
Declaration of Helsinki (http://www.wma.net/en/30publications/10policies/b3/). 
Informed  Consent  Statement:  Written  informed  consent  was  obtained  from  patients  and 
documented  in accordance with  the general authorization  to process personal data  for scientific 
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